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receptors (RLRs)は、ウイルスの RNA を認識することにより活性化し、下流のアダプ
ター分子である IFN-β promoter stimulator-1 を介して I 型インターフェロン (IFN)や炎
症性サイトカインの産生を誘導する。過剰な I 型 IFN や炎症性サイトカインの産生は自
己免疫疾患の原因となることなどから、RLR シグナルは厳密に制御されているが、そ
の制御機構の全容は明らかではない。今回われわれは、発現クローニング法により I 型
IFN 産生誘導に関わる新規分子として、Pumilio タンパク質を同定した。ヒトの Pumilio
タンパク質である PUM1 および PUM2 を過剰発現させると、ニューキャッスル病ウイ
ルス(NDV)感染における IFN-βプロモーター活性が上昇し、siRNA を用いてその発現を
抑制すると、NDV 感染に応答した I 型 IFN 遺伝子の発現が減少した。また、PUM1/2
と RLR の相互作用を免疫沈降法にて解析したところ、PUM1/2 は laboratory of genetics 
and physiology 2 (LGP2)と特異的に相互作用していた。免疫染色法により、Pumilio タ
ンパク質は NDV 感染刺激により細胞質で顆粒状の凝集体を形成し、抗ウイルスストレ
ス顆粒に局在していることが明らかとなった。興味深いことに、in vitro における生化
学的機能解析から、Pumilio タンパク質は LGP2 の RNA 結合能を上昇させていること
が示された。これらのことから、Pumilio タンパク質は LGP2 のウイルス感染認識を制



























構造、すなわち病原体関連分子パターン(pathogen-associated molecular patterns: 
PMAPs)をパターン認識受容体(pattern recognition receptor: PRR)が認識することによ




1-2 I 型 IFN 
IFN はウイルス感染細胞から分泌され、ウイルスの感染や増殖を抑制する液性因子と
して 1950 年代に発見された[3,4]。現在では、複数の IFN-αと単一の IFN-βなどからな
る I 型、IFN-γからなる II 型および IFN-λからなる III 型の 3 種類に分類され、それぞれ
異なる受容体に結合して作用する(図 1-1)[5,6]。 
I型および III型 IFNはウイルス感染刺激に応答して樹状細胞や繊維芽細胞などから産
生される[7]。産生された IFN は細胞外に放出され、細胞膜上に局在する IFN 受容体に
結合することによって、産生細胞のみならず、周囲の細胞にも IFN シグナルの活性化を
もたらす[8]。I 型 IFN 受容体は interferon alpha receptor 1 (IFNAR1)と IFNAR2 のヘテ
ロ二量体によって構成される。分泌された I 型 IFN が受容体に結合すると、janus kinase 
1 (JAK1)と tyrosine kinase 2 (Tyk2)というキナーゼが活性化され、転写因子である
signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1)、STAT2 がリン酸化される。
リン酸化された STAT1/2 はヘテロ二量体となり、さらに IFN regulatory factor-9 (IRF-9)
と結合し interferon stimulated gene factor 3 (ISGF3)と呼ばれる三量体を形成する。そ
の後 ISGF3 は核内に移行し、interferon stimulated response element (ISRE)と呼ばれる
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配列に結合することで、数百にも及ぶ IFN 誘導遺伝子(interferon stimulated gene: ISG)
の転写を誘導する。III 型 IFN 受容体は interleukin (IL) -10 receptor βと IL-28 receptor α
のヘテロ二量体から形成される。I型 IFN受容体と同様に、III型 IFNの結合によりJAK1、
Tyk2 が活性化され、STAT1/2 のリン酸化が誘導される。STAT1/2 ヘテロ二量体は IRF-9
と結合することにより三量体 ISGF3 となり、核内に移行して ISRE に結合する。 
一方、II 型 IFN はナチュラルキラー細胞や CD4 陽性 Th1 細胞などから産生され、主
に獲得免疫で機能している。II 型 IFN 受容体は interferon γ receptor 1 (IFNGR1)と
IFNGR2 のヘテロ二量体から構成される。II 型 IFN が受容体に作用すると、JAK1、JAK2
が活性化され、STAT1 がリン酸化される。リン酸化された STAT1 はホモ二量体 
(gamma activated factor: GAF)を形成し、核内に移行する。STAT1 ホモ二量体は
interferon-γ-activated site (GAS)と呼ばれる配列に結合し、ISG の転写を誘導する。 
 
 
図 1-1 各 IFN 受容体とそのシグナル経路 
IFN 受容体は三種類存在し、それぞれ IFNAR1 と IFNAR2 (I 型 IFN)、IFNGR1 と IFNGR2 (II
型 IFN)、IL-10Rβ と IL-28Rα (III 型 IFN)のヘテロ二量体で構成される。I 型および III 型 IFN
がそれぞれの受容体に結合すると、JAK1、Tyk2 が活性化され、STAT1、STAT2 および IRF-9
から構成される ISGF3 が形成される。ISGF3 は核内に移行した後 ISRE に結合し、ISGs の
転写を誘導する。一方、II 型 IFN は JAK1、JAK２が STAT1、STAT2 から成る GAF の形成を





activating transcription factor (ATF)/c-jun、nuclear factor-κB (NF-κB)の結合配列(positive 
regulatory domain (PRD) I~IV))が並んで存在し、IFN-β遺伝子の発現誘導はこれらの転
写因子によって厳密に制御されている[9]。また、IFN-α遺伝子群のプロモーター領域は
IRF の結合配列のみが存在する(図 1-2)。 
 
 
図 1-2 I 型 IFN 遺伝子の発現制御機構 
ウイルス感染に応答して、JNK/p38、TBK1/IKKi、IKKα/IKKβ といったキナーゼが活性化さ
れ、それぞれ ATF/c-Jun、IRFs、NF-κB といった転写因子を活性化する。IFN-β のプロモー
ター領域にはこれら全ての結合領域が並んで存在するが、IFN-α のプロモーター領域に





ヒトゲノム中には 9 種類の IRF (IRF-1~9)がコードされており、IFN 遺伝子の発現誘
導には IRF-3 と IRF-7 が必須である。IRF-3 と IRF-7 は様々な組織に発現しており、定
常状態においては不活性型の単量体で存在する。IRF-3/7 はウイルス感染に応答して、
TANK binding kinase 1 (TBK1)および inducible IκB kinase (IKKi)によって特定のセリン
残基がリン酸化され、ヘテロ二量体を形成して核に移行する。その後補助因子である
CREB binding protein (CBP)/p300 と複合体を形成し、プロモーター領域に結合して遺
伝子の転写を誘導する。IRF-3 は定常状態で高い発現を示しているのに対して、IRF-7
は定常状態における発現量は低く、また、IFN によって発現が誘導される ISG であるこ
とから、IFN 遺伝子発現誘導の二次的な役割を担っていると考えられていた。ところが、
IRF-7 遺伝子欠損マウスの解析の結果、I 型 IFN 遺伝子の発現誘導が IRF-7 依存的に起
こっていることが明らかとなり、IRF-3 だけでなく IRF-7 も感染初期の I 型 IFN 発現誘
導に必須であることが明らかとなった。 
NF-κB は p65 と p50 のヘテロ二量体で構成され、定常状態においては inhibitor of NF-
κB (IκB)の結合により不活性状態に保たれている。ウイルス感染刺激等に応答して IKK
α/β/γ複合体が IκB をリン酸化することにより、IκB はユビキチン-プロテアソーム系に
よって分解される。IκB から遊離した NF-κB は活性型となって核に移行し、IFN 遺伝子
の転写を誘導する。 
ATF/c-jun は JNK/p38 といった mitogen-activated protein kinase (MAPK)によって制
御されているが、その詳細な分子機構は明らかとなっていない。 
 
1-3 Toll 様受容体(Toll-like receptor: TLR) 
ショウジョウバエの Toll 受容体の相同遺伝子として、哺乳類でも TLR が同定され、
その機能が次々と報告された。現在ヒトでは 10 種類の TLR が報告されている。TLR は
一回膜貫通型受容体であり、細胞外に leucine rich repeat (LRR)が存在し、細胞内には
Toll/IL-1R 相同領域(Toll/IL-1R homology (TIR) domain)が存在する[1]。TLR は細胞外の
LRR でウイルスや細菌の核酸や構成物を認識し、アダプター分子である myeloid 
differentiation factor 88 (MyD88)もしくは TIR-domain-containing adaptor 
protein-inducing IFN-β (TRIF)を介してシグナルを下流に伝達する(図 1-3、4)。TLR3 を
除く TLR を介した炎症性サイトカインの発現誘導に必須の分子である MyD88 は、リガ
ンドの結合により IL-1R-associated kinase-1 (IRAK-1)および IRAK-4 と複合体を形成し、
TNFR-associated factor 6 (TRAF6)、TGF-β-activated kinase 1 (TAK1)、IKKα/β/γと繋が
る一連のカスケードを活性化する。最終的に NF-κB が活性化され、IL-6 などの炎症性
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サイトカインの遺伝子発現が誘導される。一方、TLR3、TLR4、TLR7 および TLR9 は
リガンド刺激により、炎症性サイトカインのみならず、I 型 IFN の産生も誘導する。TRIF
は TLR3 による炎症性サイトカインおよび I 型 IFN 産生誘導に必須の分子であり、TLR3
リガンド刺激により、TRIFは receptor-interacting protein 1 (RIP1)との結合を介してNF-
κB を活性化し、炎症性サイトカインの産生を誘導する。一方、TRIF は TBK1 および IKKi
を介して IRF-3/7 を活性化することにより、I 型 IFN の産生を誘導する。TLR4 におい
ては、TRIF に加え別のアダプター分子である TRIF-related adaptor molecule (TRAM)
が I 型 IFN 産生誘導に関与している。また、TLR7 および TLR9 においては、MyD88 が
炎症性サイトカインおよび I 型 IFN 産生誘導に重要な役割を担っており、TLR7/9 刺激




図 1-3 TLR1/2/6、4、5 によるシグナル伝達経路 
TLR1/2/6 はリポタンパクやペプチドグリカンを、TLR4 はリポ多糖を、TLR5 はフラジェ
リンをそれぞれ認識する。これらリガンドが TLRs に結合すると、MyD88 依存的に
IKKα/IKKβ が活性化され、NF-κB を介して炎症性サイトカインの産生が誘導される。また、






図 1-4 TLR3、7/8、9 によるシグナル伝達経路 
TLR3 は dsRNA を、TLR7/8 は ssRNA を、TLR9 は非メチル化 DNA をそれぞれ認識する。こ
れらの TLRs は主にエンドソームに局在している。TLR3 は TRIF 依存的に TBK1/IKKi およ
び IKKα/IKKβ を活性化し、それぞれ I 型 IFN および炎症性サイトカインの産生を誘導す
る。一方 TLR7/8、9 は MyD88 依存的に IKKα/IKKβ および IKKα/IRAK-1 を活性化し、それ





1-4 RIG-I 様受容体(RIG-I-like receptor: RLR) 
TLR は細胞膜上やエンドソームに局在していることから、細胞外のウイルスや細菌な
どを認識している。細菌やウイルスなどは、宿主細胞内に侵入し増殖することから、細
胞内でこれらの感染を検知し、I 型 IFN の産生を誘導する受容体の存在が示唆されてい
た。また、実際 TLR3 欠損細胞においても、ウイルス感染による I 型 IFN の産生が誘導
されることが明らかとなっていた[10]。Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)は細胞内で
ウイルス感染を認識し、I 型 IFN の産生を誘導する受容体として同定された[11]。 
 
 
図 1-5 RLRs のドメイン構造 
RIG-I および MDA5 は N 末端の CARD、中央の RNA ヘリカーゼドメインおよび CTD から







differentiation-associated gene 5 (MDA5)および laboratory of genetics and physiology 2 
(LGP2)が同定され、RIG-I と同様に細胞内ウイルス感染認識受容体として機能している
ことが明らかとなった[12,13,14,15]。RIG-I と MDA5 は非常によく似た一次構造をして
おり、N 末端の caspase activation and recruitment domain (CARD)、中央の RNA ヘリ
カーゼドメイン、C 末端領域(C-terminal domain; CTD)から構成される。一方、LGP2
は N末端の CARDを欠損しており、RNAヘリカーゼドメインと CTDから構成される。 
ウイルス非感染時には、RIG-I、MDA5 は不活性型で存在しており、ヘリカーゼドメイ
ンによって CARD が露出しない構造をとっている。一方、ウイルス感染時には、ウイ
ルス由来の RNA をヘリカーゼドメインおよび CTD を介して認識することにより、
CARD が露出する。RIG-I、MDA5 は共に RNA に沿ってフィラメント状の構造体を形成
し[16,17]、ミトコンドリア外膜に局在する下流のアダプター分子 interferon-β promoter 
stimulator-1 (IPS-1、別名 MAVS、VISA、Cardif)を介して下流にシグナルを伝達する
[18,19,20,21,22,23]。RIG-I、MDA5 からシグナルを受け取った IPS-1 は、TBK1/IKK-i、






を制御する因子である mitofusin 1 (MFN1)や optic atrophy 1 (OPA1)などによって制御
されていることが近年報告された[26]。 
遺伝子欠損マウスの解析により、RLRs はそれぞれ異なるウイルス感染の検知に重要
であることが示された[13]。RIG-I はセンダイウイルス(Sendai virus: SeV)やニューキャ
ッスル病ウイルス(Newcastle disease virus: NDV)などパラミクソウイルス科のウイル
スやインフルエンザウイルス、C 型肝炎ウイルスなどを認識するのに対して、MDA5 は
脳心筋炎ウイルス(Encephalomyocarditis virus: EMCV)を初めとするピコルナウイルス
科のウイルス感染に必須である。また、シグナル伝達に必須の CARD を持たず、in vitro






が、二重鎖 RNA の長さや 5’末端構造など、RLR の認識する RNA の違いが一因となっ
ている可能性が示唆されている。認識する RNA の違いとはすなわち、RIG-I は 5'末端
に三リン酸を持つ RNA (5’pppRNA)や 1 kb 以下の短い dsRNA などを認識して I 型 IFN
産生を誘導するが、MDA5 は高次構造を持った dsRNA や 1 kb 以上の長い dsRNA など
を認識しているということである[27,28,29,30]。一方、LGP2 は前述の通り RIG-I や
MDA5 より強い RNA 結合能を示し、in vitro における解析の限りでは、5'pppRNA や





図 1-6 RLR シグナル経路 
RIG-I はインフルエンザウイルスや C 型肝炎ウイルスなど、MDA5 は EMCV やタイラーウ






前述の通り I 型 IFN はウイルス感染時に誘導され、ウイルス非感染時にはほとんど発
現していない。過剰な、もしくは恒常的な I 型 IFN 産生は宿主に有害であり、自己免疫
疾患の原因ともなりうる[33]。実際、MDA5 の恒常活性型変異は全身性エリテマトーデ
スやアイカルディ・ゴーティエ症候群の原因の一つということが明らかとなっている
[34,35]。そのため、I 型 IFN の産生を誘導する RLR シグナルは様々な分子によって厳
密に制御されていることが知られている[36]。tripartite motif containing 25 (TRIM25)は
RIG-I の CARD をユビキチン化する。このユビキチン化は RIG-I が下流にシグナルを伝
達するのに必須である[37]。また、ring finger protein 135 (RNF135、別名 Riplet)は RIG-I
の CTD をユビキチン化することにより、RIG-I の活性化における正の調節因子として
機能している[38,39]。一方、TRIM25、RNF135 と同じく E3 ユビキチンリガーゼであ





1-5 細胞内 DNA 認識受容体 
RLR は細胞内で非自己 RNA を認識する受容体として機能しているが、ウイルスや細
菌などの非自己 DNA もまた細胞内で検知され、I 型 IFN や炎症性サイトカインの産生
を誘導する[45]。 
細胞内 DNA 認識受容体としては、DNA-dependent activator of IFN regulatory factors 
(DAI、別名 ZBP1)、 interferon, gamma-inducible protein 16 (IFI16)、DEAD box 
polypeptide 41 (DDX41)などが報告されており、アデノウイルスや単純ヘルペスウイル
スなどの感染に応答して、stimulator of IFN genes (STING)や TBK1、IRF-3 などを介し
て I 型 IFN 産生を誘導するとされている[46,47,48]。 
最近、cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)がウイルスや細菌のDNAを認識して I型 IFN
の産生を誘導することが報告された[49,50]。cGAS は非自己 DNA に結合し、GTP およ
び ATP から cGAMP (環状 GMP-AMP)を合成する。合成された cGAMP は小胞体に局在

















スにさらされると急速に形成される。その形成には protein kinase RNA-activated (PKR)、
PKR-like ER kinase (PERK)、GCN2、heme-regulated inhibitor (HRI)といったキナーゼ
による eukaryotic initiation factor 2 α (eIF2α)のリン酸化が必須であることが知られて
いる(図 1-7)。eIF2αのリン酸化は eIF2-GTP-tRNAMet複合体を mRNA から解離させ、
RNA 結合タンパク質である T-cell internal antigen-1 (TIA-1)および TIA-1-related protein 
(TIAR)の開始複合体への結合を促進する。TIA-1 および TIAR の結合は、ポリソームの
開始複合体からの解離を誘導し、最終的に mRNA を含む複合体はストレス顆粒へ取り
込まれる。ストレス顆粒に含まれる RNA 結合タンパク質としては、TIA-1、TIAR の他、
GTPase-activating protein SH3 domain-binding protein 1 (G3BP1)、poly (A)+ binding 





図 1-7 ストレス顆粒形成シグナルとその構成因子 
ウイルス感染や酸化ストレスなどのストレスは、PKR、PERK、GCN2 および HRI によって
検知され、eIF2α のリン酸化が誘導される。eIF2α のリン酸化は eIF2-GTP-tRNAMet複合体






ルス RNA や抗ウイルスタンパク質である PKR や DHX36、RNase L などと共局在する
ことを明らかにした[54,55]。この RLR の凝集体は、TIAR や G3BP といったストレス
顆粒の構成因子と共局在することから、抗ウイルスストレス顆粒(antiviral stress 
granules: avSGs)と呼ばれる。抗ウイルスストレス顆粒の形成を阻害するとウイルス感
染に応答した I 型 IFN の産生が減弱すること、抗ウイルスストレス顆粒にはウイルス
RNA の他、RIG-I の活性化に必須の TRIM25 も局在していることから、RLRs によるウ
イルス RNA 検知の場となっていると考えられている。 
 
1-7 本研究の目的 
われわれは、発現クローニング法を用いて RIG-I を同定したが、その際ヒト Pumilio




図 1-8 発現クローニング法の概要 
cDNA ライブラリーをレポーター遺伝子と共に L929 細胞にトランスフェクションし、




Pumilio は哺乳類から植物まで広く保存されている分子であり、ヒトでは 2 種類
(PUM1、PUM2)存在する(図 1-9)。Pumilio は当初、ショウジョウバエにおいて特定の
mRNAの 3’ untranslated region (3’UTR)に結合してその翻訳を抑制する因子として同定
され、胚発生、幹細胞分化、細胞周期、ミトコンドリア生合成など様々な過程に関与し
ていることが知られている[51,56,57,58,59]。Pumilio はその C 末端領域に高度に保存さ
れた Pumilio-homology domain (PUM-HD)と呼ばれる RNA 結合領域を持つ。PUM-HD
は 3 つのα-ヘリックスから成る 8 つの繰り返し配列から構成されており、それぞれのド
メインが一つの塩基を認識している。Pumilio は UGUANAUA (N は任意の塩基)という
配列を認識して結合する。Pumilio C 末端領域の PUM-HD はその機能が詳しく解析され
ている一方、Pumilio の N 末端領域の機能はほとんど明らかとなっていない。 
最近の報告で、シロイヌナズナの Pumilio タンパク質の一つである APUM5 がキュウ
リモザイクウイルスの 3'UTR に結合し、その翻訳を抑制していることが明らかとなっ
た[60]。このことは、Pumilio タンパク質の翻訳抑制能が抗ウイルス応答においても機
能していることを示しているが、翻訳抑制能と独立した Pumilio タンパク質による I 型
IFN 産生誘導はこれまで明らかとなっていなかった。本研究では、RLR シグナル調節機




図 1-9 ヒト PUM1 と PUM2 の一次構造 
ヒト PUM1 と PUM2 の一次構造を示す。数字はアミノ酸番号、%はアミノ酸配列の相同


















LGP2 欠損マウス由来の胚性繊維芽細胞(mouse embryonic fibloblast: MEF)および野
生株は大阪大学免疫学フロンティア研究センターの審良静男教授より分与していただ
いた。マウス繊維芽細胞由来 L929 細胞は 5%fetal bovine serum (FBS)および 
penicillin-streptomycin (PC/SM: ナカライテスク)を添加した minimum essential 
medium (MEM; ナカライテスク)を用いて培養した。ヒト胎児腎細胞由来 HEK293T 細
胞、ヒト子宮頸癌細胞由来 HeLa 細胞および MEF 細胞は 10%FBS および PC/SM を添




pEF-BOS-Flag-PUM1/2 は、HeLa 細胞から抽出した total RNA を逆転写して作製し
た cDNA を鋳型に、Flag タグを付加したプライマーを用いて polymerase chain reaction 
(PCR)を行い、pEF-BOS に挿入して作製した。pEF-BOS-Flag-PUM1/2 dC/N および
pEF-BOS-Flag-PUM1H972A、PUM2H850A 変異体は、それぞれ野生型プラスミドを鋳




DNA トランスフェクションには Lipofectamine 2000 (invitrogen)を、RNA トランスフ
ェクションには Lipofectamine RNAiMAX (invitrogen)を添付のプロトコルに従って使用
した。 
後述のレポーター法においては、DEAE-デキストラン法で DNA のトランスフェクシ
ョンを行った。10 mg/ml DEAE-dex (PK Chemical) 25 μl に 0.625 μg の発現プラスミ
ドおよびレポータープラスミド、5 ng の内在性コントロールプラスミド(pRL-tk: 
Promega)を加え、vortex して撹拌した。37℃で 15 分間静置した後、培地を Iscove's 




2-3 siRNA および合成核酸 
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ネガティブコントロール siRNA (siN.C.)およびPUM1/2 siRNAは株式会社ボナックよ




抗 Flag 抗体、抗 c-myc 抗体、抗 GST 抗体、抗 PUM1 および PUM2 抗体、抗 TIAR
抗体、抗β-アクチン抗体、マウス IgG は Santa Cruz 社から購入した。抗 HA 抗体は Cell 
signaling technologies 社から購入した。抗 NDV-NP 抗体は広島大学大学院医歯薬総合
研究科の坂口剛正教授より分与していただいた。抗 RIG-I 抗体、抗 MDA5 抗体、抗 LGP2





10%FBS を含まない培地(MEM もしくは DMEM)に NDV を希釈して細胞に感染させ、1
時間後に FBS を終濃度 10%になるよう加え、所定の時間 37℃で培養した。 
 
2-6 レポーター法 
L929 細胞を 2.5x105 cells/well で 12 well plate にまき、DEAE-デキストラン法でトラ
ンスフェクションを行った。翌日、12 well plate から 48 well plate へ細胞を移し、さら
にその翌日にウイルス感染および RNA トランスフェクションを 9 時間行い、1xPassive 
Lysis Buffer (Promega)加えて細胞を溶解し、細胞抽出液を回収した。プロモーター活
性の測定には Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)をマニュアルに従っ
て使用した。 
 
2-7 Western Blotting および Native PAGE 
細胞を NP-40 lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1%NP-40, 150 mM NaCl, 1 mM 
Vanadate, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 0.1mg/ml Leupeptin)で溶解し、-80℃で
5 分置いた後 15000rpm、4℃、10 分間遠心した上清を細胞抽出液として回収した。細
胞抽出液は等量の 2xSDS sample buffer (125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4%sodium dodecyl 
sulfate (SDS), 20%グリセロール, 0.2 M dithiothreitol (DTT), 0.01% bromophenol blue 




difluoride 膜に転写した(100 mA、60 分)。PVDF 膜はその後 5%スキムミルク(雪印乳業)/ 
Tris-buffered saline (TBST)/ 0.05%Tween-20)溶液でブロッキング処理を行い、5%スキ
ムミルク/TBST で 1000 倍希釈した所定の抗体溶液で 4℃で一晩処理した。翌日、TBST
で 10 分間 3 回 PVDF 膜を洗浄し、5%スキムミルク/TBST で 3000 倍希釈したアルカリ
フォスファターゼ標識抗マウス/ウサギ/ヤギ抗体(cell signaling technologies: CST)溶液
で室温で 1時間処理した。その後 TBSTで 10分間 3回再び PVDF膜を洗浄し、nitro-blue 
tetrazolium chloride- 5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolylphosphatase p-Toluidine salt 染色キッ
ト(ナカライテスク)を用いて染色した。 
Native PAGE では、7.5%アクリルアミドゲルを Native PAGE 泳動 Buffer (25 mM 
Tris-HCl (pH 8.4)、192 mM グリシン、0.2%deoxycholic acid)で 25 mA、30 分間プレラ
ンした後、2xNative PAGE sample buffer (125 mM Tris-HCl (pH 6.8)、30%グリセロー
ル、0.01%BPB)と混合した細胞抽出液を加え、50 mM、50 分間泳動した。その後の操
作は Western Blotting と同様の方法で行った。 
 
2-8 免疫共沈法 
HEK293T 細胞を 5x105 cells/well で 6 well plate にまき、Lipofectamine 2000 を用い
て合計2 μgのプラスミドをトランスフェクションした。24時間培養後、細胞を回収し、
Western Blotting と同様に NP-40 lysis buffer で細胞抽出液を調製した。得られた細胞抽
出液を1 μgの抗Flag抗体もしくは抗 c-myc抗体と混合し氷上で30分間反応させた後、
NP-40 lysis buffer で洗浄した Protein G sepharose (GE Healthcare) 10 μl と混合し 4℃
で一晩反応させた。翌日、NP-40 lysis buffer で 3 回洗浄した後、2xSDS sample buffer
で溶出し、Western Blotting を行った。 
 
2-9 定量的リアルタイム PCR (quantitative PCR: qPCR) 
Sepasol (ナカライテスク)をマニュアルに従って使用し、細胞から total RNA を抽出
した。抽出した total RNA は 5 U の DNase I (Roche)で 37℃で 30 分間処理してゲノム
DNA の除去を行い、High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 
Biosystems)をマニュアルに従って使用し、cDNA を得た。Applied Biosystems 社の
TaqMan Fast Advanced Master Mix と TaqMan probe をマニュアルに従って使用し、
StepOne plus (Applied Biosystems)を用いて各 mRNA 量を測定した。18S リボソーム
RNA を内在性コントロールとして各 mRNA を標準化して定量した。NDV RNA は、NDV 
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F 遺伝子を標的とした Forward; 5’-GCAGCTGCAGGGATTGTGGT-3’および Reverse; 
5’-TCTTTGAGCAG GAGGATGTTG-3’のプライマーを用い、Fast SYBR green Master 




0.05％Triton X-100/phosphate-buffered saline (PBS)で室温、2 分間処理し、5%BSA 
(bovine serum albumin)/PBS/0.05%Tween-20 (PBST)で室温、30 分間ブロッキング処
理を行った。その後、5%BSA/PBST で希釈した一次抗体を 4℃で一晩反応させた。翌
日、PBST で室温、10 分間 3 回洗浄し、5%BSA/PBST で希釈した二次抗体を遮光、室
温、1 時間反応させた。核は二次抗体反応後に 0.1 μg/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI; ナカライテスク)/PBST を室温、5分間反応させて染色し、その後 PBSTで室温、





pAcHLT (BD)に LGP2 cDNA を挿入したプラスミドと、BaculoGold DNA (BD)をマニュ
アルに従ってヨトウガ由来 Sf9 細胞にトランスフェクションし、26℃で 3 日間培養し
た上清をバキュロウイルス液として回収した。キンウワバ由来 High Five 細胞に、回収
したバキュロウイルス液を加えて 26℃で 4 日間培養して感染させた。回収したバキュ
ロウイルス感染細胞を Lysis buffer A (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1.5 mM DTT、150 mM 
NaCl、1%n-dodecyl-β-D-maltoside、10 mM イミダゾル)で溶解し、15000 rpm、4℃、
20 分間遠心した上清を、Ni-sepharose 6 fast flow (GE Healthcare)と混合し室温で 4 時
間反応させた。その後、Elution buffer A (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1.5 mM DTT、150 mM 
NaCl、500 mM イミダゾル)で溶出した。 
組換え体 PUM1/2 タンパクは大腸菌を用いて産生、精製を行った。PUM1/2 全長およ
び欠損変異体 cDNA を pGex-6p-1 (GE Healthcare)に挿入し、KOD plus mutagenesis kit 
(TOYOBO)を使用して 6xHis タグを付加した。作製したプラスミドを用いて大腸菌
BL21 株を形質転換し、100 μg/ml アンピシリンを含む LB 培地で 37℃で振とう培養し
た。0.1 mM IPTG を加え 16℃で振とう培養することでタンパクの発現を誘導し、16 時
間後に大腸菌を回収した。回収した大腸菌は Lysis buffer B (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、
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500 mM NaCl、20 mM イミダゾル、Protease inhibitor cocktail (Roche))で懸濁し、超音
波破砕機でタンパクを抽出した。抽出したタンパクを、Ni-sepharose 6 fast flow と混合
し、室温で 4 時間反応させ、Elution buffer B (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、500 mM NaCl、
500 mM イミダゾル)で溶出した。溶出したタンパクは PBS で希釈した後、Glutathione 
sepharose 4B (GE Healthcare)と混合し、4℃で 16時間反応させた。その後Elution buffer 
C (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、150 mM NaCl、20 mM Reduced glutathione)で溶出した。 
 
2-12 electrophoresis mobility shift assay (EMSA) 
組換え体 LGP2 タンパク(0.5 μg)を 32P で標識した dsRNA (25/25c)と、組換え体
PUM1/2 タンパク(0.5 μg)存在下、非存在下において、Reaction buffer (50 mM Tris-HCl 
(pH 8.0)、1.5 mM MgCl2、1.5 mM DTT)中で 37℃、15 分間反応させた後、2xNative PAGE 






2-13 GST プルダウン法 
組換え体 LGP2 タンパク(1.0 μg)と組換え体 PUM1/2 タンパク(1.0 μg)を、dsRNA 
(25/25c)存在下、非存在下において、Reaction buffer 中で 37℃、15 分間反応させた後、
Glutathione sepharose 4B と混合し、室温で 1 時間反応させた。Reaction buffer で 3 回
洗浄した後、2xSDS sample buffer で溶出し、Western blot を行った。 
 
2-14 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
















3-1 過剰発現による PUM1 および PUM2 の I 型 IFN 誘導能の解析 
まず IFN-βレポーターアッセイにより、全長の PUM1 および PUM2 の I 型 IFN 誘導
能の確認を行った。L929 細胞に IFN-βレポータープラスミド(p-125Luc)および PUM1/2
発現プラスミドをトランスフェクションし、NDV 感染時の IFN-βレポーター活性を測定
した。その結果、PUM1/2 過剰発現によって IFN-βレポーター活性の増加が確認された
(図 3-1A)。IFN-β遺伝子の転写は転写因子である IRF-3/7 および NF-κB によって制御さ
れていることから、IRF および NF-κB レポータープラスミド(p-55C1BLuc および
p-55A2Luc)を用いて同様の実験を行った。図 3-1B、C の通り、Pumilio 過剰発現は




図 3-1 NDV 感染時の IFN-βプロモーター活性の測定 
(A-C) L929 細胞に p-125Luc (A)、p-55C1BLuc (B)または p-55A2Luc (C)を空ベクター、PUM1







次に、Pumilio 過剰発現が NDV 増殖に及ぼす影響を確認した。L929 細胞に PUM1/2
発現プラスミドをトランスフェクションし、NDV 感染 24 時間後の細胞内 NDV RNA 量
を qPCR 法で測定した。その結果、IFN-βレポーター活性が増加していることと一致し




図 3-2 Pumilio 過剰発現時の NDV RNA 量の測定 
L929 細胞に空ベクター、PUM1 もしくは PUM2 発現プラスミドをトランスフェクション





3-2 Pumilio 点変異体の I 型 IFN 誘導能の解析 






PUM2H850A)発現プラスミドを作製し、Pumilio の翻訳抑制と I 型 IFN 誘導能との関係
性を検討した。L929 細胞に Pumilio 野生型および点変異体発現プラスミドを IFN-βレポ
ータープラスミドとともにトランスフェクションし、NDV 感染後の IFN-βレポーター活
性を測定した。その結果、Pumilio 点変異体は野生型と同程度 IFN-βレポーター活性を




図 3-3 Pumilio 点変異体の IFN-βプロモーター活性の解析 
L929 細胞に空ベクター、PUM1/2 野生型もしくは点変異体発現プラスミドを p-125Luc





3-3 siRNA を用いた Pumilio 遺伝子発現抑制による機能解析 
 続いて、Pumilio の I 型 IFN 発現誘導における機能を詳細に解析するため、siRNA を
用いて Pumilio 遺伝子の発現抑制を行った。異なった配列を標的とするそれぞれ 2 種類





図 3-4 siRNA を用いた Pumilio 遺伝子発現抑制 
HEK293T 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、48 時間培養後の各タンパク質の発






そこで、Pumilio をノックダウンした細胞に NDV を感染させ、qPCR 法で I 型 IFN 発
現誘導の解析を行った。その結果、Pumilio ノックダウンにより、NDV 感染に応答した




図 3-5 NDV 感染時の IFNB1、CXCL10 mRNA 発現量の解析 
(A, B) HEK293T細胞に各 siRNAをトランスフェクションし、NDV 9時間感染後の IFNB1 (A)、





また、I 型 IFN の転写因子である IRF-3 は、活性化されると特定のセリン残基がリン
酸化され、二量体を形成することが明らかとなっていることから[62]、Pumilio をノッ
クダウンした細胞における NDV 感染による IRF-3 の二量体形成とリン酸化状態を





図 3-6 NDV 感染時の IRF-3 リン酸化および二量体形成 
HEK293T 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、NDV 感染 0、7、8、9 時間後の IRF-3





さらに、NDV 感染時の培養上清中の IFN-βタンパク発現量を ELISA 法により測定し
た。NDV 感染 24 時間後における培養上清中の IFN-β発現量は、Pumilio ノックダウン
細胞ではコントロール細胞より減少していた(図 3-7A)。また、この時細胞内 NDV RNA
量を定量的リアルタイム PCR 法で測定したところ、I 型 IFN 発現が減弱していたこと




図 3-7 NDV 感染時の IFB-βタンパク量と NDV RNA 量の解析 
(A, B) HEK293T 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、NDV 24 時間感染後の培養上





次に、Pumilio ノックダウン細胞における RLR 発現量をウエスタンブロッティングで




図 3-8 Pumilio 遺伝子発現抑制時の RLR 発現量の解析 
HEK293T 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、ヒト IFN-β (1x103 U/ml)で 24 時間処






最後に、他のウイルス感染および合成核酸刺激時の IFN-β発現量を ELISA 法で測定した。
ここでは、Paramyxoviridae のセンダイウイルス(SeV)および NDV、Rhabdoviridae の
水疱性口内炎ウイルス(VSV)、合成長鎖 RNA である poly I:C、in vitro 転写により合成し
た 5’pppRNA および合成 DNA である poly dA:dT を使用した。その結果、これまでの結
果と同様に、NDV 感染時の IFN-β産生は Pumilio ノックダウンで減弱していたが、SeV






図 3-9 種々の刺激による IFN-β産生量の解析 
(A, B) HEK293T 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、SeV、NDV、VSV 24 時間感染
後(A)、もしくは poly I:C、5’pppRNA、poly dA:dT 24 時間トランスフェクション後(B)の培





3-4 Pumilio と RLR および RLR シグナル分子との相互作用の解析 
 NDV 感染は RLR の一つである RIG-I によって主に認識されることが、ノックアウト
マウスを用いた解析により明らかとなっている[12,13]。そこで、Pumilio タンパクがど
のようにしてNDV感染時の I型 IFN産生誘導を制御しているのかを明らかにするため、
Pumilio と RLR および RLR シグナル分子である IPS-1 と TRIM25 との相互作用を免疫
共沈法にて解析を行った。HA タグ付加 RIG-I、MDA5、LGP2 および IPS-1 と、Flag
タグ付加 PUM1 および PUM2 を HEK293T 細胞に過剰発現させ、その細胞抽出液を抗
Flag 抗体で免疫沈降したところ、Pumilio は LGP2 のみを共沈した(図 3-10)。また、Myc
タグ付加 TRIM25 と、Flag タグ付加 PUM1 および PUM2 を同様に過剰発現させ、抗
Myc 抗体で免疫沈降したところ、Pumilio の共沈は確認できなかった(図 3-10)。これら
の結果から、Pumilio は LGP2 と特異的に結合していることが明らかとなった。 
 
 
図 3-10 Pumilio と RLR シグナル関連因子との相互作用の解析 
HEK293T 細胞に HA タグ付加 RIG-I、MDA5、LGP2 もしくは IPS-1 発現プラスミドを空ベ
クター、Flag タグ付加 PUM1 もしくは PUM2 発現プラスミドと共にトランスフェクショ
ンした。TRIM25 の場合は Flag タグ付加 PUM1 もしくは PUM2 発現プラスミドを、空ベ
クターもしくはMyc タグ付加 TRIM25 発現プラスミドと共にトランスフェクションした。
トランスフェクション後 24 時間の細胞抽出液を回収し、抗 Flag 抗体もしくは抗 Myc 抗






次に、Pumilio と LGP2 との相互作用に、それぞれの分子のどの領域が重要であるか
を明らかにするため、欠損変異体を用いた免疫沈降法によって解析を行った。Pumilio
の PUM-HD を欠失した変異体(dC)および PUM-HD のみの変異体(dN)を作製し(図
3-11A)、その相互作用を解析したところ、LGP2 は Pumilio dN では共沈されず、全長お
よび dC で共沈されたことから(図 3-11B)、LGP2 との相互作用には Pumilio の N 末端
側の領域が重要であることが示された。また、PUM-HD が LGP2 と相互作用に関与し
ないことと一致して、NRE への結合能を欠失した Pumilio 点変異体(PUM1H972A、
PUM2H850A)も LGP2 との相互作用していることが明らかとなった(図 3-11B)。一方、
LGP2 の CTD を欠失した変異体(dCTD)および CTD のみの変異体(CTD)を作製し、
Pumilio との免疫共沈を行ったところ、LGP2 CTD は Pumilio で共沈されず、全長およ







図 3-11 Pumilio 欠損変異体の一次構造および LGP2 との相互作用の解析 
(A) Pumilio 欠損変異体の一次構造。(B) HEK293T 細胞に HA タグ付加 LGP2 発現プラスミ
ドと Flag タグ付加 PUM1/2 野生型、欠損変異体もしくは点変異体発現プラスミドをトラ
ンスフェクションし、24 時間後の細胞抽出液を抗 Flag 抗体で免疫沈降した。(C) HEK293T
細胞に HA タグ付加 LGP2 野生型もしくは欠損変異体発現プラスミドと PUM1 もしくは










図 3-12 PUM1 と PUM2 との相互作用の解析 
HEK293T 細胞に HA タグ付加 PUM2 と Flag タグ付加 PUM1 発現プラスミドをトランスフ





3-5 Pumilio 欠損変異体による I 型 IFN 誘導能の解析 
 これまでの結果から、Pumilio は N 末端側の領域で LGP2 と相互作用していることが
明らかとなったが、過去の報告により、C 末端の PUM-HD は RNA 結合領域であること
が明らかとなっている[66]。そこで、相互作用の解析に用いた Pumilio 欠損変異体を用
いて IFN-βレポーターアッセイを行い、これらの I 型 IFN 誘導能の解析を行った。これ
までの結果と同様に、野生型 Pumilio 過剰発現は NDV 感染によって誘導される IFN-β
レポーター活性を増大させたが、Pumilio dC および dN を過剰発現させても、IFN-βレ
ポーター活性に変化は見られなかった(図 3-13)。このことから、Pumilio の N 末端側と
C 末端側両方の領域が I 型 IFN の産生誘導に必要であることが明らかとなった。 
 
 
図 3-13 Pumilio 欠損変異体の NDV 感染時における IFN-βプロモーター活性の解析 
L929細胞に Pumilio野生型もしくは欠損変異体発現プラスミドを p-125Lucと共にトラン




3-6 LGP2 遺伝子発現抑制の Pumilio による I 型 IFN 発現誘導能の解析 
 免疫共沈法により、Pumilio は LGP2 と特異的に相互作用していることが明らかとな
ったが、これまでの報告により、LGP2 は NDV 感染による I 型 IFN 発現誘導における
正の調節因子であることが示されている[14]。そこで、LGP2 の Pumilio による I 型 IFN
発現誘導に及ぼす影響を明らかにするため、shRNA (short-hairpin RNA)を用いた LGP2
遺伝子発現抑制を行い、Pumilio 過剰発現による I 型 IFN 発現誘導能を解析した。その
結果、Pumilio 過剰発現による IFN-βレポーター活性の増加は、LGP2 ノックダウンによ




図 3-14 LGP2 発現抑制時の NDV 感染における IFN-βプロモーター活性の解析 







3-7 Pumilio の細胞内局在の解析 
 これまでの報告により、Pumilio は酸化ストレス刺激などによりストレス顆粒(SG)に
局在することが明らかとなっている[67,68]。また、ウイルス感染時にも SG 様の凝集体





3-15A)。SG のマーカーである抗 TIAR 抗体を用いて染色を行ったところ、NDV 感染時
に PUM1 は TIAR と共局在したことから、Pumilio は avSGs に局在していることが明ら
かとなった(図 3-15B)。さらに、抗 LGP2 抗体を用いて免疫染色を行ったところ、Pumilio




図 3-15 Pumilio の細胞内局在の解析 
(A-C) HeLa 細胞に NDV を 9 時間感染させた後、抗 PUM1 抗体および抗 PUM2 抗体(A)、抗






次に、avSG 形成における Pumilio の役割を明らかにするため、Pumilio ノックダウン
細胞での avSG 形成を調べた。その結果、コントロール細胞と同様に、Pumilio をノッ
クダウンした細胞においても avSG の形成が確認されたことから、Pumilio は avSG 形
成には関与していないことが明らかとなった(図 3-16A)。また、Pumilio ノックダウン細
胞においても LGP2 は avSG へ局在したことから、Pumilio は LGP2 の細胞内局在の制
御にも関与していないことが示された(図 3-16B)。さらに、LGP2 欠損細胞における
Pumilio の細胞内局在を調べたところ、野生型細胞と同様に NDV 感染に応答した avSG






図 3-16 Pumilio および LGP2 の avSG 形成における機能解析 
(A, B) HeLa 細胞に各 siRNA をトランスフェクションし、NDV 9 時間感染後に指定の抗体
で染色した。(C) 野生型 MEF および LGP2 欠損細胞に NDV を 9 時間感染させ、指定の抗





3-8 Pumilio 存在下における LGP2 RNA 結合能の解析 
 これまでの結果から、Pumilo は LGP2 と結合し、LGP2 を介して I 型 IFN 産生誘導に
関与していることが明らかとなった。そこで、その詳細な分子機構を明らかにするため、
Pumilio 存在下、非存在下における LGP2 の RNA 結合能の解析を行った。これまでの
報告から、LGP2 は RIG-I や MDA5 よりも強い RNA 結合能を示し、ゲルシフト法によ
って RNA との結合が確認されている[15,31]。まず、ゲルシフト法によって確認されて
いる RNA との結合が、LGP2 と RNA との結合であることを示すため、抗体を用いゲル
シフト法を行った。図 3-17 から、コントロールのマウス IgG 存在下では、ゲル上部に
シフトしたバンドの位置に変化は確認できない。一方、組換え体 LGP2 は Flag タグが
付加されていることから、抗 Flag 抗体を用いたところ、バンドはさらに上部にシフト




図 3-17 ゲルシフト法による LGP2 の dsRNA 結合能の解析 






次に、Pumilio 存在下および非存在下で LGP2 の RNA 結合能の解析を行った。図 3-18






図 3-18 Pumilio 存在下、非存在下における LGP2 と dsRNA の結合能の解析 







その結果、コントロールのウシ血清アルブミン(bovine serum albumin; BSA)存在下では
Kd=0.478 nM-1であったのに対し、PUM1 および PUM2 存在下ではそれぞれ Kd=0.181




図 3-19 Pumilio 存在下、非存在下における LGP2 と dsRNA の Scatchard-plot 






また、LGP2 と Pumilio との結合は Pumilio の N 末端領域が重要であったことから(図
3-11B)、Pumilio dC 存在下での LGP2 と RNA との結合も同様にゲルシフト法にて解析
を行った。その結果、全長の Pumilio を用いた時と同様に、Pumilio dC 存在下でも LGP2
とRNAとの結合は強くなっていることが明らかになった(図3-20A)。さらに、Pumilio dC
存在下での LGP2 と RNA との解離定数を測定したところ、コントロールの BSA 存在
下では Kd=0.191 nM-1であったのに対し、PUM1dC および PUM2dC 存在下ではそれぞ
れKd=0.150および0.103 nM-1となり、LGP2とRNAとの結合を増強させるのにPumilio 





図 3-20 Pumilio dC 存在下、非存在下における LGP2 と dsRNA の結合能の解析 
(A)組換え体 PUM1dC もしくは PUM2dC (0.5 μg)と 32P ラベルした dsRNA を LGP2 (0.5 μg)
存在下および非存在下で混合し、15%アクリルアミドゲルで泳動した。(B) 組換え体 LGP2 




3-9 Pumilio と LGP2 との結合様式の解析 
免疫沈降法により、Pumilio が LGP2 と特異的に結合していること(図 3-10)、そして、
ゲルシフト法により、Pumilio が LGP2 と RNA との結合を増強していることが明らか
となった(図 3-18)。しかし、Pumilio 存在下において、LGP2 と RNA との複合体の電気
泳動の移動度に変化が見られなかったことから、RNA との結合が Pumilio と LGP2 と
の結合に影響を与えていると考え、RNA 存在下および非存在下における Pumilio と
LGP2 との結合を GST プルダウン法によって解析した。その結果、LGP2 は RNA 非存
在下では Pumilio と共沈したが、RNA 存在下では共沈が確認できなかったことから、
RNA 存在下では Pumilio は LGP2 から解離していることが明らかとなった(図 3-21)。 
 
 
図 3-21 dsRNA 存在下、非存在下における Pumilio と LGP2 との結合能の解析 
組換え体 LGP2 (0.5 μg)と Pumilio (0.5 μg)を dsRNA 存在下および非存在下で混合し、GST













4-1 Pumilio の I 型 IFN 誘導能の解析 
細胞内ウイルス感染センサーである RIG-I が 2004 年に同定されたのを皮切りに[11]、
細胞内ウイルス感染認識機構の研究は急速に発展し、その全容は明らかとなりつつある。
異常な I 型 IFN 産生は自己免疫疾患等の原因となるため[33]、その発現誘導は厳密に制
御されており、定常状態における I 型 IFN の発現量は非常に低く、ウイルス感染などの





とが明らかとなっているが[66]、I 型 IFN 産生における機能は報告されていなかった。 
ヒト Pumilio 過剰発現は、p-55C1BLuc および p-55A2Luc のレポーター活性を上昇さ
せたことから(図 3-1)、Pumilio が IRFs および NF-κB 両方のシグナル伝達に関与してい
ることが明らかとなり、Pumilio が IPS-1 から上流で機能していることが示唆された。
また、siRNA により Pumilio をノックダウンすると、NDV 感染に応答した IFNB1 mRNA
および IFN-β産生が減弱していた(図 3-5)。これらは NDV 感染における I 型 IFN 産生誘
導に Pumilio が重要な機能を果たしていることを示している。さらに、IFN-β遺伝子の
転写に必須の転写因子である IRF-3 の二量体形成およびリン酸化状態を調べたところ、






により、Pumilio の I 型 IFN 産生誘導における詳細な機能を明らかにすることが今後の
課題である。 
 
4-2 Pumilio の翻訳抑制と I 型 IFN 産生誘導 
PUM-HD のヒスチジンをアラニンに置換した変異体(PUM1 H972A、PUM2 H850A)
を用い、NDV 感染に応答した IFN-βプロモーター活性を測定したところ、野生型 Pumilio




ら[65]、Pumilio の翻訳抑制と I 型 IFN 産生誘導は独立した機能であると示唆される。一
方、これら点変異体は NRE への結合能を欠失しているが、合成 RNA である poly I:C へ
の結合能は失われていなかったことから(未発表データ)、Pumilio の RNA 結合能自体が
I 型 IFN 産生誘導に関与しているかどうかは明らかではない。これまでの報告で、シロ
イヌナズナでは Pumilio の一つである APUM5 がキュウリモザイクウイルスのウイルス
RNA に直接結合し、翻訳を抑制することで増殖を制御していることが明らかとなって
いる[60]。このことはヒト PUM1 および PUM2 もまたウイルス RNA に直接結合する可
能性を示唆しており、Pumilio の RNA 結合能を詳細に解析することで、Pumilio の RNA
結合と I 型 IFN 産生誘導との相関性が明らかにできると考えられる。また、次世代シー
クエンサーを用いた解析等により、ウイルス感染時に Pumilio に結合している RNA の
同定および Pumilio 存在下、非存在下における LGP2 に結合している RNA を同定する
ことが必要である。 
 
4-3 Pumilio と I 型 IFN 誘導シグナル分子との相互作用 
NDV 感染は主に RLR の一つである RIG-I によって検知され、I 型 IFN の産生を誘導
していることが明らかとなっている[12,13]。Pumilio と I 型 IFN 誘導シグナル分子との
相互作用を免疫沈降法で解析したところ、Pumilio は LGP2 と特異的に相互作用してい
ることが明らかとなった(図 3-10)。LGP2 はその詳細な分子機構は明らかではないもの
の、RIG-I および MDA5 シグナルを調節する分子であることが明らかとなっていること
から[14]、Pumilio が RIG-I を介した NDV 感染シグナルだけでなく、MDA5 を介したシ
グナル伝達に関与している可能性が示唆される。本研究では NDV 感染における Pumilio
の I 型 IFN 産生誘導に焦点を当てて解析を行ったが、今後は MDA5 の認識する EMCV
など、他のウイルス感染において Pumilio がどのような機能を果たしているか明らかに




さらに、Pumilio と LGP2 は Pumilio の N 末端領域と LGP2 のヘリカーゼドメインと
で相互作用していることが欠損変異体の解析から明らかとなった(図 3-11)。今後、相互
作用に必要な最小領域を決定し、点変異体を作製することなどによって、Pumilio と




免疫沈降法により、PUM1 と PUM2 も相互作用していることが明らかとなった(図
3-12)。このことは、PUM1 と PUM2 がヘテロ二量体を形成している可能性を示唆する
ものであるが、実際に PUM1 と PUM2 とがヘテロ二量体を形成して機能しているかは
明らかではない。PUM1 と PUM2 が相互作用している領域を特定するとともに、LGP2
の dsRNA 結合能解析においても、PUM1 と PUM2 存在下でどのような変化が生じるか
観察し、組換え体タンパクを用いたゲル濾過クロマトグラフィー等により、ヘテロ二量
体形成とその機能を明らかにしていくことが求められる。 
これまでの報告で、LGP2 は RIG-I および MDA5 と相互作用することが明らかとなっ
ており[69]、ウイルス感染刺激に応答して、RIG-I、MDA5 および LGP2 が avSGs へ局





4-4 Pumilio の細胞内局在と avSGs 
これまでわれわれの研究グループは、RLRs を始め PKR や RNase L、DHX36 など、
抗ウイルス自然免疫応答に重要な分子が、ウイルス感染刺激によって細胞質で凝集体
(avSGs)を形成していることを明らかにし、avSGs がウイルス RNA 検知の場となって
いる可能性を示してきた[54,55]。免疫染色の結果から、RLRs や PKR などと同様に、
Pumilio もまたウイルス感染に応答して avSGs に局在することが明らかとなった(図
3-15)。インフルエンザウイルスの場合、そのゲノム RNA もまた avSGs に局在してお
り、RIG-I の活性化に必須の分子である TRIM25 もまた avSGs に局在することから、
avSGs がウイルス RNA 検知の場となっている可能性が高いと考えられる。今後、蛍光
in situ hybridization 法等を用い、NDV のウイルス RNA の局在を調べることで、NDV 感
染における avSGs の重要性を明らかにしていく必要がある。 
過去の報告で、PUM2 が SG 形成に重要であり、PUM2 をノックダウンすると酸化ス
トレスに応答した SG 形成が阻害されることが示された[68]。一方、今回の結果では、




スに応答した SG 形成においても重要であると推察される。 
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また、Pumilio の C 末端領域の PUM-HD がウイルス感染に応答した avSGs への局在
に十分であり(未発表データ)、Pumilio と特異的に結合していた LGP2 の欠損細胞にお





4-5 Pumilio と LGP2 の in vitro における生化学的機能解析 
今回われわれは、組換え体タンパクを用いた生化学的機能解析により、Pumilio が
LGP2 の dsRNA 結合能を増強していることを明らかにした(図 3-18)。LGP2 によるウ
イルス感染認識機構は未だ明らかとなってはいないため、LGP2 の dsRNA 結合と I 型
IFN 産生との相関性は明らかではない。LGP2 欠損マウスでは EMCV や NDV 感染に応
答した I 型 IFN 産生が減弱しており、LGP2 は RIG-I および MDA5 を介した I 型 IFN 産
生に重要な役割を果たしていることが報告されている[14]。さらに、これまでの報告に
より、LGP2 は RIG-I および MDA5 と相互作用することも知られている[69]。これらの
ことから、LGP2 の dsRNA 結合能を増強させることが、I 型 IFN 産生の促進につながる
という可能性が考えられる。また、今回解析に用いた dsRNA は 25 塩基対の短い dsRNA
であるため、今後はより長い RNA やウイルス RNA を用いて解析を行い、Pumilio と
LGP2 によるウイルス RNA 認識機構の詳細を明らかにしていく必要がある。 
さらに、組換え体タンパクを用いた GST プルダウン法により、Pumilio と LGP2 との
結合は、dsRNA の LGP2 への結合により阻害されることが明らかとなった(図 3-21)。
今回用いた 25 塩基対の dsRNA は、Pumilio への結合を示さなかったことから、dsRNA
の結合が LGP2 の構造変化を引き起こし、その結果 Pumilio が LGP2 から解離したので
はないかと推察される。次世代シークエンサーを用いた解析等により、Pumilio に結合
している RNA を明らかにした上で、そのような RNA を用いた際の Pumilio-LGP2 複合
体の解析を行う必要がある。 





図 4 Pumilio と LGP2 によるウイルス RNA 認識モデル 
ウイルス非感染時には LGP2 と Pumilio は複合体を形成して細胞質に局在しており、
Pumilio の結合は、恐らく LGP2 の構造変化を引き起こし、RNA を認識しやすい状態に
しているものと考えられる(a、b)。ウイルス感染時には、その増殖や複製過程で生じた
非自己のウイルス RNA が細胞質に蓄積し、avSGs が形成され、種々の抗ウイルス分子
がavSGsに凝集する(c)。ウイルスRNAのLGP2への結合はPumilioの解離を誘導し(d)、
LGP2はRIG-IやMDA5を介して下流のアダプター分子 IPS-1へシグナルを伝達する(e)。






本研究結果から、RNA 結合タンパクである Pumilio が NDV 感染による I 型 IFN 産生
誘導に重要な分子として同定された。また、Pumilio は LGP2 と特異的に相互作用して
おり、Pumilio と LGP2 による新たなウイルス RNA 認識機構の存在が明らかとなった。 
NDV 感染においては、ヒト PUM1 および PUM2 はどちらも LGP2 を介して I 型 IFN
産生を誘導していることが明らかとなったが、図 3-9a に示すように、ウイルスの種類
によって I 型 IFN 産生に違いが確認された。ヒト PUM1 と PUM2 は高度に保存されて
いるが、C 末端領域の PUM-HD は 90%のアミノ酸相同性を示すことから、比較的相同
性の低い N末端領域にこのような違いを生じる原因があるのではないかと推察される。
今後は、PUM1 と PUM2 の N 末端領域と結合する因子の解析や Pumilio に結合してい
る RNA の解析等、PUM1 と PUM2 の機能の違いを詳細に解析する必要がある。 
また、LGP2 を介した I 型 IFN 産生誘導機構の詳細は未だ明らかとなっていない。NDV
感染においては、Pumilio は LGP2 を介して I 型 IFN の産生を誘導することから、Pumilio
と LGP2 によるウイルス RNA 認識機構を明らかにするためには、LGP2 による I 型 IFN
産生誘導機構も明らかにする必要があると考えられる。LGP2 はシグナルドメインであ
る CARD を欠失しているため、少なくとも単独では下流にシグナルを伝達することは
できない。このことから、LGP2 は RIG-I や MDA5 と協調的に機能しているものと推察
される。そこで、RIG-I や MDA5 の組換え体タンパクを用い、in vitro 再構成系による
IRF-3 二量体形成の解析や、原子間力顕微鏡を用いた IPS-1 フィラメント状構造体の解
析など、in vitro における生化学的機能解析を行い、LGP2 が RIG-I および MDA5 とど
のような分子機構で協調的に機能しているか明らかにしていくことが今後の重要な課
題である。 
さらに、LGP2 による I 型 IFN 産生誘導機構が明らかではないために、LGP2 のリガ
ンドがどのような RNA であるのかも明らかとなっていない。そこで、ウイルス感染時
に LGP2 と結合している RNA を、次世代シークエンサーを用いた解析によって明らか
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